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筋重量の増加(Wen et al., 2017)、ロイシン給与による脚筋中のタンパク質合成量の増加
(Antalíková et al., 1999)、ロイシン、イソロイシン、バリンといった分岐鎖アミノ酸によ
って筋タンパク質分解量が減少すること(Klasing and Jarrell, 1985)などが報告されている。
また、Insulin や Insulin like growth factor-1（IGF-1）の単回投与による胸筋増加(Yu et al., 
2015)や成長が速い肉用鶏は、成長が遅い卵用鶏よりも血中 Insulin、IGF-1 濃度が高いこ
とが報告されている(Goddard et al., 1988)。これらの因子は、PI3K/Akt/mTOR シグナル伝
達経路を活性化することで、細胞増殖や筋タンパク質蓄積を促進すると考えられている
(Stitt et al., 2004)。一方、同経路の標的には、細胞周期調節因子やタンパク質合成因子だ










あるが、同 ATP 産生時には副産物ともいえる活性酸素種（reactive oxygen species；ROS）




DNA や脂質、蛋白質などの生体分子に酸化損傷をもたらす(Balaban et al., 2005; 
Newsholme et al., 2007)。また、ROS は骨格筋のタンパク質分解を誘導することも明らか
にされている(Furukawa et al., 2015; Li et al., 2003)。したがって、ミトコンドリアで産生





















一かつランダムに存在(Hackenbrock et al., 1986)すると考えられてきたが、最近の研究よ
り、単一状態ではなく、一部の C-I、-III、-IV が結合し、SCs として存在することが明
らかになった（図 1）。 
図 1 ATP および ROS 産生機構、呼吸鎖複合体スーパーコンプレックスの概略 
 
酸化的リン酸化反応は、TCA 回路や β 酸化で生じた NADH、FADH2が C-I、C-II でそれ
ぞれ酸化され、発生した電子がコエンザイム Q（CoQ）、C-III、シトクロム c （Cyt c）
を経て C-IV へ伝達され、O2を還元する。この過程でプロトンがマトリックスから膜間
腔へ汲み上げられ、これにより生じた内膜を隔てた電気化学エネルギーを用いて C-V で
ADP およびリン酸（Pi）から ATP が合成される。また、上述の過程でスーパーオキシ
ドも発生する。SCs が形成されると複合体間の距離が短くなり、電子伝達効率が上昇す
ると考えられており、ATP 産生効率の向上や ROS 産生量の低減がもたらされると考え
られている。このような SCs 形成の意義は、遺伝子改変技術や界面活性剤を用いて化学
的に SCs 形成を解いたミトコンドリアを用いて調べられている。すなわち、SCs 形成因
子である cytochrome c oxidase subunit 7A2 like（COX7A2L）をノックアウトしたマウス
の肝臓および胎児繊維芽細胞では ATP 産生量が減少すること(Ikeda et al., 2013; 
Lapuente-Brun et al., 2013)、界面活性剤処理によって SCs 形成を抑制したウシ心筋単離
ミトコンドリアでは ROS 産生量が上昇すること(Maranzana et al., 2013)が報告されてい
る。これらの結果は、肝臓や心筋では SCs 形成の多寡が ATP 産生や ROS 産生に影響を






本研究では、ニワトリ骨格筋ミトコンドリアにおいて SCs 形成、ATP 産生、ROS 産
生がどのような関係性で成り立ち、速い筋成長を示す肉用鶏の特性を明らかにすること
を目的した。本研究では、まず、SCs 形成量、ATP および ROS 産生能を、成長速度が
異なる肉用鶏と卵用鶏の胸筋間（第二章では第一節）、ならびに肉用鶏において成長速
度ならびに代謝特性が異なる骨格筋間（第二節）でそれぞれ比較した。その結果、成長
















も約 6 倍大きく、胸筋重量は約 10 倍大きい(Hakamata et al., 2020; Zhao et al., 2004)。肉
用鶏が速い増体速度を示す要因を明らかにするため、これまでにゲノム・翻訳後修飾に
生じた変化(Ho et al., 2011; Rubin et al., 2010)や内分泌に生じた変化(Goddard et al., 1988)
などが調べられてきた。また、骨格筋タンパク質代謝の観点から、2 週齢時の肉用鶏で
は、同日齢の卵用鶏よりも一日当たりのタンパク質の合成量が多い一方で、分解量が低




酸化的リン酸化の共役効率が高いとの報告（Toyomizu et al., 2011）はあるものの、ROS
産生ひいては SCs 形成量の違いに関する報告はない。 
本節では、肉用鶏と卵用鶏の胸筋ミトコンドリアにおける SCs 形成量、ATP 産生、
ROS 産生の違い、ならびにこれらと両ニワトリの筋増大速度の関連を調べることを目
的とした。また、SCs 形成に関しては、マウスやヒトを用いた研究より、SCs 形成を促
進する因子であると示されている COX7A2L やカルジオリピン（CL）(Ikeda et al., 2013; 
Mileykovskaya and Dowhan, 2014)の骨格筋中の量を各々調べ、これらがニワトリにおけ



























ビタミン mixture† 1.0 





†飼料 1kg に対する添加量：酢酸レチノール 
3.4 mg；コレカルシフェロール 0.1 mg；α-ト
コフェロール酢酸 65 mg；チアミン塩酸塩 
2.5 mg；リボフラビン 6.5 mg；ピリドキシン
塩酸塩 3.2 mg；パントテン酸カルシウム 18 
mg；2-メチル-1,4-ナフトキノン 3.0 mg； 葉酸 
1.5 mg；シアノコバラミン 0.017 mg；ビオチ
ン 0.2 mg 
††飼料 1kg に対する添加量：硫酸マンガン
（II）5 水和物 366.4 mg；硫酸亜鉛 150 
mg；硫酸鉄（II）7 水和物 20 mg；硫酸銅
（II） 20 mg；ヨウ化カリウム 1.25 mg；亜
セレン酸ナトリウム 0.3 mg；塩化コバルト





胸筋ミトコンドリア単離は Kikusato and Toyomizu（2015）の方法に準じて行った。ま
ず、採取した胸筋約 5 g を、単離バッファー（100 mM KCl、50 mM Tris/HCl、2 mM EGTA、
pH 7.4、4 ℃）が入ったチューブに浸し、眼科用ハサミを用いて切り刻み、ペースト状
にした。これに酵素入り単離バッファー（1.0 mM ATP、0.5 % fatted BSA、11.8 units of 
protease / g tissue を含む。4 ℃）を加え、5 分間撹拌し、続いて、ポリトロンを用いて
7,000 rpm で 3 回ホモゲナイズし、6 分間再度撹拌した。40 ml の酵素不含単離バッファ
ー（ATP、BSA は含む）を加えて 10 秒間激しく撹拌した後、テフロンホモゲナイザー
を用いて 600 rpm でホモゲナイズした。得られたホモゲネートを 500×g、10 分間遠心分
離し、上清を回収した。上清は 10,400×g、10 分間で 2 回、続いて 3,800×g、10 分間で 1






PAGE （BN-PAGE）法を用いて解析した(Schägger, 2001)。従来の Native PAGE 法では
タンパク質の荷電状態に依存して電気泳動を行うため、分子量のみならずその荷電状態
によってゲル内の泳動距離が変わる。BN-PAGE 法では、Coomassie Brilliant Blue G-250 
（CBB-G250）を可溶化タンパク質の分子の表面に結合させ、全体を負に帯電させるこ
とでタンパク質荷電状態の影響を抑えて泳動することができる。 
単離ミトコンドリアを 4 μg/μl になるようにサンプルバッファー［50 mM Bis-Tris
（pH7.2）、50 mM NaCl、10 %（w/v）glycerol、0.001 %（w/v）Ponceau S］に添加した。
SCs の立体構造を保ったまま可溶化するために 1 %（w/v）digitonin を、また SCs 形成を
解いて可溶化するために 1 %（w/v）n-dodecyl-β-D-maltoside（DDM）をそれぞれ添加し
た。界面活性剤処理をした後、15 分間氷上で静置し、20,000×g、30 分間、4 °C で遠心
分離した。上清の可溶化タンパク質濃度を BCA 法で測定した後、サンプルに CBB-G250
を添加し、同色素の濃度が 0.5 %（v/v）となるよう調製した。Native PAGE™ Novex™ 3-
12 % Bis-Tris protein gels（Thermo；BN1001BOX）を用いて、ゲルの 1 レーンにつき、8 
μg の可溶化タンパク質量をアプライし、電気泳動（150V、100mA、90 分間）した。泳
動後、ゲルを固定液［40 %（v/v）メタノール、10 %（v/v）酢酸］中で 30 分間振盪し、
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さらに 8 %（v/v）酢酸溶液中で一晩振盪した。ゲル内に示されるバンド強度を VersaDoc
（Bio- Rad；Model 5000）ならびに同付属ソフトウェア Quantity OneⓇで解析した。本実
験の SCs は、ゲルの 1,236 kDa 付近に確認できる複数のバンド強度をすべて足し合わせ、
総 SCs 形成量として定量化した。なお、個々のサンプルにおける総 SCs 形成量は各レ
ーンで検出された全てのバンド強度の総和で補正した。 
電気泳動後のゲルは続いて、転写バッファー［1.25 mM Bicine、1.25 mM Bis-Tris（pH7.2）、
0.05 mM EDTA］および XCell II™ Blot Module（Thermo；#EI9051）を用いて、polyvinylidene 
didluoride（PVDF）膜に転写し（25 V、130 mA、1 時間）、ウェスタンブロットに供試
した。PVDF 膜はまず 5 %（w/v）スキムミルクを含む TBST バッファー［2 mM Tris/HCl、
13.9 mM NaCl、0.1 %（v/v）Tween 20］でブロッキングし、続いて、C-I サブユニット
（NDUFA9）、C-III サブユニット（UQCRC1）、C-IV サブユニット（COX5A）、C-V
サブユニット（ATP5A）に対する抗体を含む Canget signal solution 1（Toyobo；NKB201）
を用いて、一次抗体反応を行った［抗体：anti NDUFA9（abcam；ab14713、1:3000）、
anti UQCRC1（abcam；ab110252、1:3000）、anti COX5A（Thermo；#459120、1:3000）、
anti ATP5A（abcam；ab14748、1:3000）］。その後、Mouse IgG/, HRP-linked 抗体（Cell 
Signaling Technology；#7076S、1:5000）を含む Canget signaling solution 2（TOYOBO；
NKB-301）で抗体反応を 1 時間行った。その後、HRP 発色試薬（Nacali Tesque；#02230-
30）を用いて発色させ、発色したバンドの強度を VersaDoc で検出し、Quantity OneⓇを
用いて解析した。なお、検出されたバンド強度は、C-V の値で補正した。SDS-PAGE に
よる C-V 発現量の結果は付録図 1 に示す。 
 
COX7A2L の mRNA 発現量 




転写酵素（Thermo；#28025-013）を RNA サンプルに添加し、25 ℃, 5 分➔37 ℃, 60 分➔ 
70℃, 15 分でインキュベートして合成した。リアルタイム RT-PCR では、目的遺伝子を
増幅し、その発現量を 18S ribosomal RNA の発現量で補正した。目的遺伝子の増幅に用




表 2.1.2 目的遺伝子のプライマー情報 






Sense GGA TCG TAG GAG TTC G 
63 NM_001277587.1 
Antisense CTA TTG GTT TGA GTCC 
18s rRNA 
Sense TAG ATA ACC TCG AGC CGA TCG 
63 M59389.1 











カラム Inertsil ODS-80A column （4.6 × 250mm, 5 μm; GL Sciences Inc.） 
カラム温度  40 ℃ 
移動相 n-hexane / 2-propanol / 水、比＝56.7：37.8：5.5 [v/v] 
    検出波長 205nm ［UV／Vis detector（SPD-20AD; Shimadzu）］ 
分析時間  40 分間 




を用いて行った。ミトコンドリアを 3.5 ml の反応溶液［115 mM KCl、10 mM KH2PO4、
3 mM HEPES（pH 7.2）、1 mM EGTA、2 mM MgCl2、0.3 %（w/v）defatted BSA、38 °C］
に 0.35 mg mitochondrial protein/ ml となるよう懸濁した。C-I あるいは C-II を介した呼吸
を誘導するため、10 mM pyruvate（Pyr）および 2.5 mM malate（Mala）、あるいは 4 mM 
succinate（Suc）および 5.0 μM rotenone（Rote、C-I の阻害剤）を添加した。また、脂肪
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酸を利用した呼吸を誘導するため、80 µM palmitoyl-carnitine および 2.5 mM Mala、ある
いは 80 μM palmityol-CoA および 2.5 mM Mala を添加した（後者の基質添加では 2 mM 
carnitine をあらかじめ反応溶液へ添加した）。ミトコンドリア酸素消費速度は、各基質
添加時（State 2；呼吸基質の酸化のみが行われている状態）、73 μM ADP 添加時（State 
3；ADP から ATP の産生が活発に行われている状態）、および ADP 枯渇時（State 4；







として定量した。単離ミトコンドリアを 2 ml の反応溶液［115 mM KCl、10 mM KH2PO4、
3 mM HEPES （pH 7.2）、1 mM EGTA、2 mM MgCl2、0.3 %（w/v）defatted BSA、30 units/ml 
superoxide dismutase（SOD）、6 units/ml horseradish peroxidease（HRP）、50 μM Amplex® 
red（10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine、Invitrogen；A12222）］に 0.35 mg mitochondrial 
protein/ml になるよう懸濁し、TCA 回路内で NADH ならびに FADH2を生成する呼吸基
質（10 mM Pyr、2.5 mM Mala、4 mM Suc）、また、4 mM glycerol 3-phosphate（G-3P）を
添加した。G-3Pはミトコンドリア内膜上にあるglycerol 3-phospate dehydrogenase（G3PDH）
で代謝される。同酵素は ROS 産生部位の一つである。いずれの基質も、ROS の測定中
（約 4 分間）は呼吸が維持されるよう十分量添加した。各基質添加によってミトコンド
リアで発生したスーパーオキシドは内在ならびに反応溶液中の SOD によって H2O2に
変換され、続いて、H2O2は反応溶液中の HRP によって H2O と O2に分解される。HRP
の酵素反応と共役して Amplex® red から resorufin が生成し、その蛍光強度（λex/λem = 
544/590 nm）を測定し、H2O2産生量とした。H2O2産生速度は任意の濃度の H2O2標準溶
液を同様に測定し、nmol/min/mg protein で表した。 
 フリーラジカルリーク（FRL、ROS 産生率）は消費された酸素分子あたりの ROS（H2O2）
産生である。一分子の H2O の生成には 4 つの電子が、一分子の H2O2の生成には 2 つの
電子が消費されるため、FRL は、［H2O2産生速度（nmol/min/mg protein）/酸素消費速度










の有意差判定においてもその閾値は 0.05 未満とした。 
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【 結 果 】 
 
飼養成績 






表 2.1.2 3 週、7 週、10 週齢時における体重、胸筋重量、および体重増加に対する 
胸筋重量増加割合 
Means±SE（胸筋重量増加／体重増加は除く）, n= 6-8, ***P < 0.001 
 
 卵用鶏 肉用鶏 
3 週齢時   
  体重（g） 211±9.9 868±25*** 
  胸筋重量（g） 10.2±0.6 83.8±8.0*** 
  胸筋重量増加／体重増加（%） 6.2 11.2 
7 週齢時   
  体重（g） 805±7.2 3534±42*** 
  胸筋重量（g） 41.4±1.8 529±24*** 
  胸筋重量増加／体重増加（%） 5.2 20.6 
10 週齢時   
  体重（g） 1149±45 5197±63*** 
  胸筋重量（g） 63.9±1.2 875±17.3*** 
  胸筋重量増加／体重増加（%） 7.6 17.6 
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総 SCs 形成量、SCs 形成因子、複合体-I, -III, -IV 量の違い 
総 SCs 形成量を BN-PAGE 法で解析した結果、肉用鶏では卵用鶏に比べ有意に低い値
を示した（図 2.1.1）。SCs 中に含まれる C-I、C-III、C-IV 量をウェスタンブロット法で
解析した結果、いずれの複合体量も肉用鶏で卵用鶏に比べ有意に低いことが示された
（図 2.2.2）。また、SCs 形成因子である COX7A2L の mRNA 発現量は卵用鶏よりも肉
用鶏で低い傾向を示し（P＝0.09）、カルジオリピン量も同様に肉用鶏で有意に低かった
（図 2.1.3）。 
 DDM 処理によって SCs 構造を解いたミトコンドリアの C-I、C-III、C-IV 量の結果を




図 2.1.1 BN-PAGE 法による総 SCs 形成量解析 

















図 2.1.2 ウェスタンブロット法による SCs 中の複合体量解析 
泳動バンド図（A）およびその定量値（B；C-I、 C；C-III、 D；C-IV） 
［いずれも C-V 量で補正］Means + SE, n = 3, *P < 0.05 
図 2.1.3 骨格筋の COX7A2L mRNA 発現量（A）およびカルジオリピン量（B） 





































































図 2.1.4 DDM で処理した単離ミトコンドリアにおける複合体-I, -III, -IV の泳動バン 
ド図（A）およびその定量値（B、C-I；C、C-III；D、C-IV） 













































Pyr/Mala、Suc/Rote、palmityol-CoA/Mala、および palmitoyl-carnitine /Mala 添加時の State 
2、State 3、State 4 のミトコンドリア酸素消費速度の結果を図 2.1.6 に示す。その結果、
Pyr/Mala を添加した時の State 2 および State 3 の酸素消費速度は卵用鶏に比べ肉用鶏で
有意に低かったが、State 4 の酸素消費速度は両ニワトリの間で有意な違いは認められな
かった（図 2.1.6A）。Suc/Rote 添加時の酸素消費速度は State 2 では卵用鶏に比べ肉用鶏
で有意に低かったが、State 3 および State 4 では両ニワトリに有意な違いは認められな
かった（図 2.1.6B）。palmitoyl-CoA/Mala 添加時は全ての State において肉用鶏は卵用鶏
よりも有意に低い酸素消費速度を示したが、palmitoyl-carnitine/Mala 添加時はいずれの
State においても有意な違いは認められなかった（図 2.1.6C、6D）。  
 
図 2.1.6 Pyr/Mala（A）、Suc/Rote（B）、palmitoyl-CoA/Mala（C）、palmitoyl- 
carnitine/Mala（D）添加時のミトコンドリア酸素消費速度  

















































































ミトコンドリア ROS 産生 
Pyr、Mala、Suc、G-3P 添加時のミトコンドリア ROS（H2O2）産生速度、酸素消費速
度および FRL の結果を図 2.1.7 に示す。Pyr、Mala、Suc を順次添加した時、いずれの場
合も H2O2産生速度は卵用鶏に比べ肉用鶏で有意に低かった（図 2.1.7A）。また、
Pyr/Mala/Suc 添加時の酸素消費速度は卵用鶏に比べ肉用鶏で有意に低く（図 2.1.7B）、
この値を用いて FRL を算出した結果、同基質添加時の FRL 値は卵用鶏に比べ肉用鶏で
有意に低いことが示された（図 2.1.7C）。G-3P 添加時の H2O2産生速度、酸素消費速度、
FRL はいずれも肉用鶏と卵用鶏間で有意な違いは認められなかった。 
図 2.1.7 ピルビン酸（Pyr）、リンゴ酸（Mala）、コハク酸（Suc）、グリセロール 3 
リン酸（G-3P）添加時のミトコンドリア H2O2産生速度（A）、酸素消費速度 



























































【 考 察 】 
 
 本節では、肉用鶏と卵用鶏の胸筋ミトコンドリアにおいて、SCs 形成量、ATP 産生お
よび ROS 産生がどのような関係性を示し、さらにそれが両ニワトリの筋増大速度とど
のように関連付けられるかを調べた。その結果、胸筋の増大速度が速い肉用鶏では、同
速度が遅い卵用鶏よりも胸筋ミトコンドリアの SCs 形成量、ATP 産生、および ROS 産
生がいずれも低いとの関係性が示された。また、SCs 形成と ATP 産生の関係性は、先行
研究と一致したが、SCs 形成と ROS 産生の関係性は先行研究と一致しなかった。 
先行研究では、SCs 形成によって ATP 産生効率が上昇し、ROS 産生が抑制されるこ
とが示されている(Acín-Pérez et al., 2008, Maranzana et al., 2013)。タンパク質合成には多
量の ATP を要し、かたや ROS はタンパク質分解を促進することから、胸筋ミトコンド
リアの SCs 形成量は肉用鶏において卵用鶏よりも高いことを予想していた。しかし、こ
れに反して、肉用鶏の胸筋ミトコンドリアでは卵用鶏のそれに比べて SCs 形成量が有
意に低いことが示された（図 2.1.1、図 2.1.2）。また、本節では、SCs 形成因子とされて
いる COX7A2L の mRNA 発現量および CL の骨格筋内の量が両ニワトリにおける SCs
形成量と同様の大小関係を示したこと（図 2.1.3）から、ニワトリでも骨格筋の SCs 形
成量はこれらの因子の影響を受けている可能性が考えられた。 
各複合体量に目を向けると、C-I および C-IV 量は肉用鶏で卵用鶏よりも有意に低く
（図 2.1.4）、SCs 形成量と同様の結果を示した。同一系統のニワトリにおける高成長系
列および低成長系列の個体を比較した研究では、高成長系列のニワトリの胸筋において、
ミトコンドリアの C-III および C-IV 量、ならびにミトコンドリアタンパク質をコードす
る遺伝子群の mRNA 発現量が低成長系列よりも低いことが報告されている(Iqbal et al., 
2004; Kong et al., 2017)。これらのことより、SCs 形成に関わらず、ミトコンドリア呼吸
鎖複合体量は胸筋増大速度に負の影響をおよぼしている可能性が考えられる。 
 ミトコンドリアにおける複合体間の主要な電子伝達経路は C-I→C-III→C-IV およ
び C-II→C-III→C-IV の 2 つがある。また、SCs は C-I、C-III、C-IV によって構成される
(Letts et al., 2016)。したがって、前者の経路で電子が伝達される Pyr/Mala 添加時の最大









胸筋の CPT2 mRNA 発現量やリパーゼ E のタンパク質発現量が低いこと(Liu et al., 2017; 
Kong et al., 2017)、ミトコンドリアの脂肪酸代謝が促進するとユビキチンプロテアソー









肉用鶏は卵用鶏よりも Pyr/Mala/Suc 添加時のミトコンドリア H2O2産生速度および
FRL が低いことが示された（図 2.1.7）。先行研究(Maranzana et al., 2013; Lopez-Fabuel et 
al., 2016)では、SCs 形成によって H2O2産生速度が抑制されることが報告されているが、
本節の異なるニワトリ骨格筋ミトコンドリアの比較では、逆の関係性が示された。ミト
コンドリアにおいて、ROS の主要産生部位は C-I および C-III と考えられており(Rosca 
et al., 2011)、このうち C-I 量が多いとミトコンドリア ROS 産生量も多いとの報告がある
(Lambert et al., 2010)。本節では酸素消費速度当たりの ROS 産生速度を示す FRL 値も肉
用鶏で低いことから、C-I 量が一つの要因になっていると言えるであろう。 
肉用鶏が卵用鶏よりも速い胸筋増大速度を示す要因の一つとして筋タンパク質分解
率の低さが挙げられる(Buzala and Janicki, 2016; Saunderson and Leslie, 1988)。筋タンパク
質分解に関わる proteasome C2 サブユニットおよび atrogin-1 の mRNA 発現量が肉用鶏
の胸筋において卵用鶏のそれよりも低いこと、ならびにミトコンドリア ROS によって
atrogin-1 mRNA 発現量が上昇することが報告されている（Nakashima et al., 2009; 
Furukawa et al., 2015）。これらの報告より、卵用鶏に比べて肉用鶏で低いミトコンドリ
ア ROS 産生は筋タンパク質分解を低く保ち、結果として筋増大に貢献している可能性
が考えられる。また、G-3P 添加時の H2O2産生速度および FRL は両ニワトリの間で違
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いが認められなかったため、C-I や C-III における ROS 産生量が低く保たれていること
が肉用鶏の速い筋増大速度の要因であることが示唆される。 
以上より、本節では筋増大速度が速い肉用鶏では卵用鶏よりも SCs 形成量が低く、
Pyr やパルミトイル-CoA 添加時の ATP 産生能が低いことが明らかになった。成長の異
なるニワトリ骨格筋ミトコンドリアの SCs 形成と ATP 産生の関係性は先行研究と一致










前節で示した筋増大速度、SCs 形成量、ATP 産生、ならびに ROS 産生の関係性が他
の骨格筋でも同様に示されるか否かを明らかにするため、本節では筋増大速度ならびに
代謝特性が異なるニワトリ骨格筋繊維に着目した。 
骨格筋は多数の筋繊維から構成され、ニワトリの筋繊維は I 型、IIA 型、IIB 型筋繊維
の 3 種類がある。I 型筋繊維ではミトコンドリアによる酸化的リン酸化が、IIB 型筋繊
維では解糖的代謝が盛んに行われており、IIA 型筋繊維は I 型と IIB 型の中間的な性質
を有している。これまで、異なる筋繊維間での代謝特性は主にミトコンドリア量に依存
すると考えられてきたが(Schiaffino et al., 1970)、マウスを用いた近年の研究では筋繊維
型間においてミトコンドリア量のみならず単離ミトコンドリアの酸素消費速度や ROS
産生速度に違いがあることが明らかになっている(Picard et al., 2012)。ニワトリの筋増大
速度は、I 型および IIA 型筋繊維に富む脚筋に比べて IIB 型筋繊維に富む胸筋の方が高




得る SCs 形成に着目した研究報告は、ニワトリでも他の動物種でも現時点ではない。 
そこで、本節では筋増大速度および代謝特性が異なるニワトリの骨格筋間における
SCs 形成量、ATP 産生、ROS 産生の関係性を調べ、ニワトリ骨格筋における SCs 形成
の生理的意義の一端を解明することを目的とした。なお、本研究では、先行研究(Suzuki 









バタリーで 14 日間飼育した。その後、群飼ケージに移動し、さらに 3-4 週間飼育した。
いずれの期間中も動物は水ならびに飼料は自由摂取し、連続照明下で飼育した。飼料は、
NRC 飼養標準を満たした標準的な肉用鶏前期用飼料を給餌した。5 羽のニワトリを放血
屠殺後、それぞれ恥坐大腿筋内側部［M. pubo-ischio-femoralis pars medialis （PIFM）］, 





 採取した 3 つの骨格筋は Watanabe ら（2016）の方法に準じて、筋繊維型判定を行っ
た。すなわち、骨格筋サンプルを採取後直ちにドライアイス―アセトンで凍結し、クラ
イオスタット（Leica Nussloch；CM1850）を用いて、厚さ 10 µm の薄切凍結切片を作製
した。同切片は、1 mg/ml サポニン溶液を用いて 20 分間親水性処理を、内因性酵素除
去溶液（メタノール：過酸化水素水＝9：1）で 5 分間処理を施した。その後 PBS で洗浄
し、速筋型ミオシン重鎖（Fast MyHC）抗体（Sigma-Aldrich ; M4276、1：400）および遅
筋型ミオシン重鎖（Slow MyHC）抗体（Sigma-Aldrich; M8421、1:800）を用いて、室温、
2 時間の 1 次抗体反応を行った。その後、PBS で組織切片を洗浄し、ヒストファイン シ
ンプルステイン MAX-PO（G）（ニチレイバイオサイエンス；#414161）を用いて室温で
1 時間の 2 次抗体反応を行った。そして、DAB 発色キット（武藤化学株式会社；#15712）
を用いて発色させ、光学顕微鏡（AX-70, Olympus）で画像を取得した。また、組織切片
は、NADH-tetrazolium reductase（NADH-TR）活性染色に供試した。すなわち、凍結切片
を染色液（0.05 M Tris、0.12 mM NADH、0.32 mM Nitroblue tetorazolium、0.18 M CaCl2）
で 37 ℃、30 分間反応させた。その後、切片を蒸留水で洗浄し、50 %（v/v） アセトン











なお、検出されたバンド強度は、同様に C-V 量で補正した。SDS-PAGE による C-V 量
の結果は付録図 3 に示す。 
 









ミトコンドリア ROS 産生速度の測定、FRL の算出 
第二章第一節に記した方法に準じて、ROS（H2O2）産生速度、酸素消費速度を各々測
定し、その値を基に FRL を算出した。なお、本測定では、ミトコンドリアマトリックス
内の抗酸化酵素 Gpx の関与をなくすため、同酵素による反応系を失活させる 1-chloro-
2,4-dintrobenzene （CDNB）で前処理したミトコンドリアを用いた。CDNB は、還元型
グルタチオン（GSH）と結合し、GPx による H2O2除去を阻害する(Liu et al., 2002)。CDNB









【 結 果 】 
 
筋繊維型判定 
 図 2.2.1 および表 2.2.1 に、fast MyHC 抗体、slow MyHC 抗体を用いた免疫組織染色な
らびに NADH-TR 活性染色の結果を示した。PIFL および Pec では、fast MyHC 抗体に陽
性を示す筋繊維数が多く、PIFM ではほとんどの繊維で同抗体に対して陰性を示した。
また、NADH-TR 活性は、PIFM> PIFL> Pec の順に低かった。これらの結果を筋繊維分
類の基準に照らし合わせ、PIFM、PIFL、Pec は I 型、IIA 型、IIB 型筋繊維によってそれ
ぞれ構成されることを確認した。 
 
図 2.2.1 速筋型ミオシン重鎖（Fast MyHC）抗体反応および NADH-TR 活性染色図 
 Bars= 50µm 
 
表 2.2.1 Fast MyHC および Slow MyHC 抗体反応の陽性繊維数の割合、NADH-TR 
活性染色の強度 
Means ± SE, n = 5, a,bP < 0.05 
 PIFM PIFL Pec 
Fast MyHC (%) 4.0 ± 1b 87.6 ± 4a 100a 
Slow MyHC (%) 98.1 ± 1a 2.4 ± 1b 0b 













PIFM PIFL Pec 
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総 SCs 形成量、SCs 形成因子、複合体-I, -III, -IV 量の違い 
総 SCs 形成量を BN-PAGE 法で解析した結果、PIFL（IIA 型）＞PIFM（I 型）＞Pec
（IIB 型）の順に有意に低いことが示された（図 2.2.2）。さらに SCs 中に含まれる C-I、
C-III、C-IV 量をウェスタンブロット法を用いて解析した結果、SCs 中の C-I、C-III、C-
IV 量は PIFL＞PIFM＝Pec の順に低いことが示された（図 2.2.3）。また、SCs 形成因子
である COX7A2L の mRNA 発現量ならびにカルジオリピン量は、PIFL＞PIFM＝Pec の
順に低かった（図 2.2.4）。 
図 2.2.5 には DDM によって SCs 形成を解いたミトコンドリアの C-I、C-III、C-IV 量
の結果を示した。C-I 量は PIFL＞PIFM＝Pec の順に低く、C-III 量は PIFM＝PIFL＞Pec
の順に低かった。また、C-IV 量は各骨格筋ミトコンドリア間で有意な違いは認められ
なかった。 
図 2.2.2 BNPAGE 法による総 SCs 形成量解析  



















図 2.2.3 ウェスタンブロット法による SCs 中の複合体量解析 
泳動バンド図（A）およびその定量値（B、C-I；C、C-III；D、C-IV）[いずれ 
も C-V 量で補正] Means+SE, n=4, a,bP < 0.05 
 
 
図 2.2.4 骨格筋の COX7A2L mRNA 発現量（A）およびカルジオリピン量（B） 



















































































図 2.2.5 DDM で処理した単離ミトコンドリアにおける複合体-I, -III, -IV の 
泳動バンド図（A）およびその定量値（B、C-I；C、C-III；D、C-IV） 











































Pyr/Mala、Suc/Rote、palmitoyl-CoA/Mala、および palmitoyl carnitine/Mala 添加時の State 
2、State 3、State 4 のミトコンドリア酸素消費速度の結果を図 2.2.6 に示す。その結果、
Pyr/Mala 添加時の state 3 の酸素消費速度は、PIFM（I 型）＝PIFL（IIA 型）＞Pec（IIB
型）の順に低かったが、state 2 および state4 の酸素消費速度は骨格筋間で有意な違いは
認められなかった（図 2.2.6A）。Suc/Rote 添加時の state3 の酸素消費速度は、PIFL より
も Pec の方が有意に低かったが、state 2 および state4 の酸素消費速度は骨格筋間で有意
な違いは認められなかった（図 2.2.6B）。また、palmitoyl-CoA/Mala、および palmitoyl 
carnitine/Mala 添加時の state 3 の酸素消費速度は、PIFM=PIFL＞Pec の順に低かったが、
state 2 および state 4 の酸素消費速度は骨格筋間で有意な違いは認められなかった（図
2.2.6C, 6D）。 
 
図 2.2.6 Pyr/Mala（A）、Suc/Rote（B）、palmitoyl-CoA/Mala（C）、palmitoyl- 
carnitine/Mala（D）添加時のミトコンドリア酸素消費速度 












































































ミトコンドリア ROS 産生 
 Pyr、Mala、Suc、G-3P 添加時のミトコンドリア ROS（H2O2）産生速度、酸素消費速
度および FRL の結果を図 2.2.7 に示す。Pyr、Mala、Suc を順次添加した時、いずれの場
合も H2O2産生速度は PIFM（I 型）＝PIFL（IIA 型）＞Pec（IIB 型）の順に低かった（図
2.2.7A）。また、Pyr/Mala/Suc 添加時の酸素消費速度は PIFL＞PIFM=Pec の順に低かっ
た（図 2.2.7B）。これらの値を用いて FRL を算出した結果、Pyr および Pyr/Mala 添加時
では PIFM≧PIFL≧Pec の順に低く、Pyr/Mala/Suc 添加時では PIFM＞PIFL＞Pec の順に
有意に低かった（図 2.2.7C）。また、G-3P を添加時の H2O2産生速度は Pec＞PIFM=PIFL
の順に低く、FRL も同様の大小関係が認められた。 
図 2.2.7 ピルビン酸（pyr）、リンゴ酸（mala）、コハク酸（suc）、G-3P 添加時の 
ミトコンドリア H2O2産生速度（A）、酸素消費速度（B）、FRL（C） 
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度が速い骨格筋（Pec）では、SCs 形成量、ATP 産生、ROS 産生が低いことが示された。 
 SCs 形成量は PIFL（IIA 型）＞PIFM（I 型）＞Pec（IIB 型）の順に低い事が示された
（図 2.2.2、図 2.2.3）。ミトコンドリアの SCs 形成量が異なっていたことについて、2 つ
の要因が考えられる。1 つ目は、哺乳動物において SCs 形成を促進すると考えられてい
る COX7A2L 発現量および CL 量の違いである。両因子は、PIFL＞PIFM＝Pec の順に低
く（図 2.2.4）、SCs 形成量の大小関係と一致した。第二章第一節においても、両因子の
量と SCs 形成量の大小が一致していたことから、ニワトリ骨格筋においても SCs 形成
量の決定に関与することが示唆される。2 つ目は、C-I 量の違いである。ヒト骨格筋や
線維芽細胞を用いた先行研究では、C-I を足場として SCs が形成されることが示されて
いる(Moreno-Lastres et al., 2012; Schagger et al., 2004)。SCs 形成を解いた時の C-I 量は SCs
形成量と同様の大小関係を示したこと（図 2.2.5A）から、ニワトリ骨格筋においても C-
I 量が SCs 形成量を決定する因子の一つだと示唆された。他方で、C-III も、SCs 形成を
促進する役割を有すると報告されている(Protasoni et al., 2020)。しかし、各骨格筋ミトコ
ンドリアの C-III 量と SCs 形成量の大小と一致しなかった（図 2.2.5B）。 
Pyr/Mala 添加時には C-I→C-III→C-IV を、Suc/Rote 添加時には C-II→C-III→C-IV を介
して電子が伝達される。前節では、肉用鶏における Pyr/Mala 添加時の state 3 の酸素消
費速度の低さに、SCs 形成量の低さが関与することが示唆された。しかし、本節では、
同基質添加時の state 3 の酸素消費速度は、PIFM＝PIFL＞Pec の順に低く（図 2.2.6A）、
PIFL は、PIFM よりも SCs 形成量が高いにも関わらず、ミトコンドリア酸素消費速度は
両骨格筋で同程度であることが示された。また、SCs 形成量の違いによる影響が少ない
と予想されたコハク酸添加時のミトコンドリア酸素消費速度にも、骨格筋間で有意な違




ンパク質発現量が異なることが報告されている(Glancy and Balaban, 2011; Schiaffino et al., 
31 
 
2015)。ニワトリの PIFL および PIFM 間でも、代謝酵素の発現・活性に違いが生じてお
り、その結果として同程度の酸素消費速度を示したこと可能性が考えられる。他方で、
脂肪酸であるパルミトイル CoA あるいはパルミトイルカルニチンを添加したときの酸
素消費速度は、いずれも PIFM＝PIFL＞Pec の順に低かった（図 2.2.7C, D）。前節で示
した通り、脂肪酸代謝の亢進によってタンパク質分解が促進されると報告されている
(Wang et al., 2006, Turner et al., 2007)。本節においても、筋増大速度が速い胸筋では、脂
肪酸を利用したミトコンドリア酸素消費速度が低いことが示されたため、筋増大速度と
脂質の利用性は関連していることが示唆された。 
 ウシ心筋のミトコンドリアを用いた先行研究では、SCs 形成量が低いと ROS 産生が
増大することが報告されている(Maranzana et al.,2013)。本研究では、PIFM は PILF より
も SCs 形成量が低く、FRL が高いことが示された（図 2.12.7）。一方で、Pec では SCs
形成量が低いにも関わらず、FRL が最も低いことが示された。このように、異なる骨格
筋間のミトコンドリアでは、SCs 形成と ROS 産生に一貫した関係性は示されなかった。
また、酸化的な代謝が盛んな PIFL および PIFM 間では、上述の先行研究と同様の関係
性が示されたが、解糖的代謝が盛んな胸筋では、SCs 形成と ROS 産生の関係性が異な
っていることが示された。上述の先行研究で用いられた心筋は、ミトコンドリア含量が
多く、ATP 供給をミトコンドリアの酸化的リン酸化に大きく依存している(Park et al., 
2014; Stride et al., 2013) したがって、SCS 形成量が低いと ROS 産生が増大するとの関
係性は、ミトコンドリアを利用した酸化的代謝が盛んな組織の特徴であり、解糖系の利
用度が高い組織ではその関係性が異なっている事が推察される。 
 SCs 形成解析および各複合体量の結果から、PIFM は PIFL よりも SCs 外に存在する
C-III 量が多いことが示唆される。ミトコンドリア ROS は、C-I および C-III で産生され
るため、PIFM で FRL が高かった要因は、SCs 外の C-III 量の多さであることが推察さ
れる。また、膜電位の形成も ROS 産生の誘導因子である。先行研究では、膜電位形成
に関わる脱共役タンパク質の発現量は肉用鶏の胸筋よりも腓腹筋の方が高いことが報
告されている(Kikusato and Toyomizu, 2019)。したがって、肉用鶏の異なる骨格筋間にお
ける ROS 産生能の違いには、SCs 以外の因子が関与する可能性が考えられる。 
以上より、各骨格筋ミトコンドリア間で SCs 形成量、ATP 産生、ROS 産生に一貫し
た関係性は認められないが、肉用鶏胸筋のミトコンドリアでは SCs 形成量、ATP 産生、




第三章 SCs 形成抑制がニワトリ培養筋細胞におよぼす影響 








SCs 形成量に影響を与える因子であることが示唆された。COX7A2L 以外にも、CL や
stomatin-like protein 2 が SCs 形成を促進する因子として報告されているが、いずれもミ
トコンドリア内膜安定化に関与すると考えられている(Kim et al., 2018; Mitsopoulos et al., 
2015)。すなわち、これら因子の変動によって、SCs 形成量の変化だけでなく、ミトコン
ドリア内膜構造の変化による影響も生じてしまうと考えられた。したがって、SCs 形成
量の変化が ATP 産生および ROS 産生におよぼす影響を明らかにするためには、C-I、
C-III、C-IV の結合因子である COX7A2L の KD が適していると考えられた。しかし、マ
ウスやヒト以外の動物種で COX7A2L の KD を行った研究は報告されておらず、ニワト
リ筋細胞でどのような変化が生じるのかは未知である。そこで、まず本節では、
COX7A2L-KD が細胞増殖期ならびに分化期の筋細胞におよぼす影響を調べた。増殖能
を有した筋芽細胞では、増殖マーカー遺伝子 Pax7 や G1 期から S 期への細胞周期移行





は、ミトコンドリア ROS によって、FOXO3a および Atrogin-1 の mRNA 発現量が上昇
し、ユビキチンプロテアソーム系のタンパク質分解を促進することが報告されている










ペースト状にした。これに、酵素消化液（1 mg/ml コラゲナーゼ、1000 U/ml ディスパー
ゼ）を加え、37 ℃で 30 分間撹拌した後、1500×g で 5 分間の遠心分離を行い、筋細胞
を回収した。1.5×105 U/L ペニシリン＋0.15 g/L ストレプトマイシン、および 10 % fetal 
bovine serum（FBS）を含む基礎培地（80 % Dulbecco’s modified Eagle’s Medium（DMEM）、
20 % Medium-199（M199））で再懸濁した。筋細胞懸濁液を φ90mm-dish に移し線維芽
細胞を吸着させ、吸着していない細胞を筋細胞として回収した。その後、細胞を Type I 
collagen-coated φ90mm-dish に 22,000 cells/cm2となるように播種し 5 % CO2、37 ℃条件下
で培養した。約 48 時間後、0.1 % trypsin 溶液で細胞を剥離させ、Type I collagen-coated 
24 well-plate、あるいは 6 well-plateに播種した。なお、増殖時の影響を調べるために 30,000 
cells/cm2となるように播種し 10 % FBS を含む DMEM/M199 混合培地で 24 時間培養し
た。分化時の影響を調べるために、45,000 cells/cm2となるように細胞を播種し 2 % FBS
を含む DMEM/M199 混合培地でサブコンフルエントに達するまで培養した。 
 
siRNA による COX7A2L ノックダウン 
 COX7A2L を標的とした siRNA の設計および合成は、BIONEER 社へ委託した。コン
トロール区には、ランダム配列の siRNA を導入した。COX7A2L-siRNA およびランダム
配列 siRNA の配列は表 3.1.1 に示した。 
siRNA の導入は、Lipofectamine 3000（Thermo；#L3000015）を用いて行った。実験操
作は、付属のマニュアルに準じた。24 well-plate に添加する際には、1well 当たり 15 pmol
の siRNA および 1.5 µl の Lipofectamine 3000 を opti-MEMⓇ（Gibco; 31985-070）に溶解さ
せ 25 µl ずつ添加した。6 well-plate に添加する際には 75 pmol の siRNA および 7.5 µl の
Lipofectamine 3000 を opti-MEMⓇに溶解し 125 µl ずつ添加した。 
 
表 3.1.1 COX7A2L に対する siRNA およびランダム siRNA の配列 
siRNA Sense Sequence Anti-sense sequence 
COX7A2L CUGCUUUAUCGGACCACUAtt UAGUGGUCCGAUAAAGCAGtt 




増殖時の成長指標として、WST-8 および DNA 量測定による細胞数の測定を行った。
WST-8 アッセイは cell counting kit-8（Dojindo; #347-07612）を用い、キット付属のマニ
ュアルに準じた。すなわち、細胞を播種した 24 well-plate から培地を取り除き、300 µl
の WST 試薬を添加し 5 % CO2, 37 ℃で 4 時間培養した。各 well から回収した溶液 200 
µl を 96 well-plate に添加し、450 nm の吸光度を測定した。 
DNA 量測定は、Brunk ら（1979）の方法を一部改変して行った。各 well に 0.1 % SDS
を 200 µl 添加し、細胞を溶解させた。96 well-plate に細胞溶解液 100 µl および DNA 量
検出試薬（100 mM NaCl、10 mM EDTA、1 mM Tris（pH 7.0）、hoechest33342（Dojindo；
#346-07951）100 µl を添加した。プレートは冷暗所で 1 時間静置し、蛍光強度





した 24 well-plate から培地を取り除き、1 % SDS で細胞を回収した。細胞溶液のタンパ
ク質濃度は、Micro BCATM Protein assay Kit（Thremo；#23235）を用い、キット付属のマ
ニュアルに準じて測定した。すなわち、96 well-plate に細胞溶液を 100 µl および Buffer 
A/ Buffer B/ Buffer C 混合液（50：48：2）を 100 µl 添加し、60 ℃で 1 時間反応させた。
その後、560 nm の吸光度を測定した。 
 
遺伝子発現解析 
 細胞を播種した 6 well plate から培地を取り除き、TRI ReagentⓇ（MRC; #TR118）で細
胞を回収した。その後、第二章第一節に記した手法に準じて、細胞サンプルからの総
RNA 抽出、cDNA 合成、およびリアルタイム RT-PCR を行った。目的遺伝子の発現量は
18S ribosomal RNA の発現量で補正した。目的遺伝子の増幅に用いたプライマー配列・













おいてもその閾値は 0.05 未満とした。 



































【 結 果 】 
 
COX7A2L ノックダウンが増殖期のニワトリ筋細胞におよぼす影響 
COX7A2L の mRNA 発現量を調べた結果、KD 区では対照区よりも有意に低い値を示
した（図 3.1.1B）。細胞数変化を WST アッセイおよび DNA 量測定によって解析した結
果、KD 区で対照区に比べ有意に高い値を示した（図 3.1.1C、1D）。さらに、増殖関連
因子である cyclin D1 および Pax7 の mRNA 発現量を調べた結果、KD 区では対照区より
も有意に高い値を示した（図 3.1.1E、1F）。 
 
図 3.1.1 増殖期の筋細胞の顕微画像（A）、COX7A2L の mRNA 発現量（B）、細胞数
［WST アッセイ値（C）、DNA 量（D）］、増殖関連因子の mRNA 発現量［cyclin   



























































COX7A2L の mRNA 発現量は、KD 区では対照区よりも有意に低い値を示した（図
3.1.2B）。細胞タンパク質量は、対照区と KD 区に有意な違いは認められなかった（図
3.1.2C）。また、図 3.1.2D～2I には、分化関連因子、ユビキチンプロテアソーム系関連
因子、細胞増殖マーカーの mRNA 発現量の結果を示す。myoD、Pax7 は KD 区で対照区
よりも有意に高く、Pax3 は KD 区で対照区よりも高い傾向を示した。一方で myogenin、
Atrogin-1、FOXO3a は両区間において有意な違いは認められなかった。 
図 3.1.2 顕微画像（A）、COX7A2L の mRNA 発現量（B）、細胞タンパク質量（C）、
MyoD（D）、myogenin（E）、Atrogin-1（F）、FOXO3a（G）、Pax7（H）、 



















































































進される(Furukawa et al., 2015)。したがって、SCs 形成量の変化と同経路は密接に関与
ことを予想していたが、分化期のニワトリ筋細胞では、COX7A2L-KD が同経路関連因
子の mRNA 発現量ならびに細胞タンパク質量に影響をおよぼさなかった（図 3.1.2）。
一方で、COX7A2L-KD は、細胞の分化能に影響をおよぼしていた可能性が考えられる。
図 3.1.2 に示した通り、COX7A2L-KD によって、分化誘導後 48 時間において myoD、
Pax7 発現量の有意な上昇が確認された。ニワトリにおいて筋分化の際に最初に活性化
される転写因子は myoD であり(Sehara, 2001)、Pax7 は筋増殖マーカーである。したがっ
て、COX7A2L-KD によって、分化への移行に遅れが生じている、あるいは分化に不全
が生じていることが推察される。また、C2C12 細胞では増殖中の筋芽細胞に比べ筋管細
胞の方が、ミトコンドリア酸素消費速度、C-I, C-IV 活性が有意に高いこと(Malinska et 
al., 2012)、およびウズラ筋芽細胞を用いた研究では、ミトコンドリアタンパク質合成阻
害剤を添加すると細胞増殖能は維持されるが分化は著しく抑制されることが示されて





ウン効率の低さも否定できない。増殖期ではノックダウンによって COX7A2L の mRAN


















と^スリン酸経路では、核酸の合成基質であるリボースが生成される(Lunt and Vander 
Heiden, 2011)。本研究では、細胞増殖期における SCs 形成の生理的意義を深く追及する
ために、細胞内代謝変動も調べた。 
また、本節では、成長促進因子 IGF-1 を添加した際の SCs 形成量、ATP 産生、ROS 産
生の関係性についても調べた。IGF-1 は、ニワトリ筋細胞の増殖を促進することが報告
されている(Yu et al., 2015)。また、冒頭で示した通り、肉用鶏では卵用鶏に比べ血中 IGF-
1 濃度が高い事などが報告されており(Goddard et al., 1988)、IGF-1 は肉用鶏の成長と密
接に関わると考えられる。他方で、マウス成熟骨格筋では、IGF-1 が CL の合成促進を
介して SCs 形成量を増加させることが報告されている(Das et al., 2015) 。しかし、IGF-
1 が細胞増殖時においても SCs 形成量に変化をおよぼすのか否かは調べられていない。







 胸筋からの筋細胞調製・培養および siRNA の添加は第三章第一節に準じて行った。
また、siRNA 添加と同時に Recombinant Human IGF-1（Cusbio；CSB-AP002561HU）を 5 
µg/mL となるように培地へ添加した。試験区は、対照区（ランダム siRNA/DMSO）、IGF
区（ランダム siRNA/IGF-1）、KD 区（COX7A2L siRNA/DMSO）、KD/IGF-1 区（COX7A2L 
siRNA/IGF-1）区の 4 区を設けた。 
 
筋細胞からのミトコンドリア単離 
 細胞からのミトコンドリア単離は Amo ら（2007）の方法に準じて行った。筋細胞は
Type I Collagen coating solution （Cosmo bio；#CSO）でコートした 500 cm2シャーレ
（Sumitomo Bakelite；#MS-12400）で培養した。培養 24 時間後に氷冷した単離バッファ
ー［0.25 M sucrose、5 mM Tris/HCl（pH 7.4）、2 mM EGTA］で洗浄し、セルスクレイパ
ーでシャーレから細胞を剥離して 15 ml チューブに回収した。800×g で 2 分間遠心分
離し、上清を取り除いた後、細胞ペレットを得た。プロテアーゼ阻害剤カクテル（nacali； 
#04080）を含む単離バッファーを 4 ml 添加し、ダウンス型ガラスホモジナイザー
（Wheaton；#357542）を用いて細胞を破砕した。細胞溶液を新しいチューブに移し替え、
1,100×g、4 ℃で 3 分間遠心分離し、その上清を新しい 15 ml チューブに移し替えた。
その後、12,000×g、11 分間で遠心分離し、ミトコンドリアペレットを得た。上記操作
はいずれも氷上あるいは 4 ℃の温度条件で行った。ミトコンドリアのタンパク質濃度




可溶化タンパク質量が 1 µg となるようにサンプルをアプライした。なお、検出された





 第三章第一節に記した方法に準じて、WST アッセイおよび DNA 量の測定を行った。






細胞の総 ATP 産生量およびミトコンドリアの ATP 産生量の測定 
細胞の総 ATP 産生量およびミトコンドリアの ATP 産生量は、Ojaimi ら(2002)の方法
に準じて測定した。すなわち、細胞を播種した 24 well-plate から培地を取り除き、イン
キュベートバッファー［150 mM KCl、25 mM Tris-HCl（pH 7.4）、2 mM EDTA、10 mM 
potassium phosphate、0.1 mM MgCl2、0.1 % bovine serum albumin、50 µg/ml digitonin］を
200 µl 添加した。その後、1 mM malate、1 mM pyruvate、1 mM ADP、0.15 mM P1,P5-di
（adenosine）pentaphosphate を添加し、5 % CO2、37 ℃条件下で 10 分間インキュベート
した。インキュベートした溶液 50 µl と 25 mM Tris-HCl（pH.7.4）250 µl を混合し、95 ℃
で 2 分間煮沸した。『細胞の』ATP 測定試薬 Ver. 2（Cosmo bio；#CA2-50）を用いて溶
液中の ATP 量を測定し、細胞の総 ATP 産生量を算出した。また上記と並行して、2 µg/ml 
oligomycin をインキュベートバッファーへ添加することで、ミトコンドリアによる ATP
産生阻害時の ATP 量を測定した。この値を細胞の総 ATP 産生量から差し引くことで、
ミトコンドリアの ATP 産生量を算出した。細胞溶液のタンパク質濃度を micro BCA 法
で測定し、細胞の総 ATP 産生量およびミトコンドリアの ATP 産生量をその値で補正し
た。 
 
細胞質 ROS 量およびミトコンドリア ROS 量の測定 
 細胞質 ROS 量およびミトコンドリア ROS 量は Kikusato and Toyomizu(2015)の方法に
準じて測定した。すなわち、細胞質 ROS 量は、 5-(and 6)-chloromethyl-2’7’-
dichlorodihydrofluorescein diacetate, acetyl ester（CM-H2DCFDA）を用いて測定した。同蛍




反応性を示すため、測定用培地はそれらを含まない Hank’s Balanced Salt Solution（HBSS、
Thermo；14025092）を用いて、λex./λem. = 490/510 nm の蛍光強度を測定した。 
ミトコンドリア ROS は、MitoSOXTM Red Mitochondrial superoxide Indicator （Life 
Technologies；#M36008）を用いて測定した。同蛍光プローブは細胞透過性およびミトコ
ンドリアへの選択性を有しており、ミトコンドリア内の O2・－によって酸化されること
で蛍光を発する。測定培地には HBSS を用い、λex./λem.＝510/590 nm の蛍光強度を測定
した。なお、両測定において 1 well 当たりの蛍光強度は細胞タンパク質量で補正した。  
 
ガスクロマトグラフィー質量分析計（GC-MS）を用いた代謝物量解析 




 細胞から代謝物を抽出するため、超音波洗浄機で 5 分間破砕し、液体窒素で凍結させ
る操作を 3 回繰り返した。その後、20,000×g、4 ℃で 15 分間遠心分離を行い、上清を
新しいチューブ（A）に回収した。細胞ペレットへ超純水を 0.5 mL 添加して攪拌した
後、10 分間インキュベートした。その後、20,000×g、4 ℃で 15 分間遠心分離を行い、
上清をチューブ（A）へ回収した。チューブ（A）に 0.5 mg/ml イソプロピルリンゴ酸
（超純水に溶解）を 20 µl 添加して、遠心エバポレーターで減圧乾燥した。20 mg/ml メ
トキシアミン塩酸塩（Sigma；#226904）を 50 µl 添加し、2,000 rpm、37 ℃で攪拌しなが
ら 30 分間インキュベートした。その後 N-methyl-N-trimethylsilyl-trifluoroacetamide（GL 














インジェクション量  1 µl 
スプリット比  10.0 
キャリアの流速  1.10 mL/min 
試料気化室の温度  280 ℃ 
イオン源温度  200 ℃ 
昇温条件  100 ℃で 4 分間保持➔毎分 10 ℃昇温➔320 ℃で 11 分間保持 





統計解析においても有意差の閾値は 0.05 未満とした。 
44 
 
【 結 果 】 
 
COX7A2L の mRNA 発現量および SCs 形成量 
COX7A2L mRNA 発現量を調べた結果、KD を施した 2 区（KD 区、KD＋IGF 区）で
は、非 KD 区（対照区、IGF 区）よりも有意に低い値を示した（図 3.2.1A）。また、SCs
中の C-I、C-III、C-IV 量を調べた結果、対照区と比較すると IGF 区では有意な変化は認
められず、KD の 2 区で有意に低い値を示した（図 3.2.1B - 1E）。 
 
図 3.2.1 COX7A2L ノックダウンが SCs 形成におよぼす影響 
     COX7A2L の mRNA 発現量（A）、泳動バンド図（B）およびその定量値 
［C；C-I、D；C-III、E；C-IV（いずれも C-V 量で補正）］ 


























































細胞数、細胞増殖関連因子・分化関連因子の mRNA 発現量 
細胞数は、測定方法によって微細な違いがあるものの、対照区≦IGF 区＝KD 区≦KD
＋IGF 区の順に高いことが示された（図 3.2.2A–2C）。また、細胞増殖関連因子の mRNA
発現量を調べた結果、cyclinD1 の mRNA 発現量は、KD の 2 区において非 KD の 2 区よ
りも有意に高い値を示した（図 3.2.3A）。また、分化関連因子の mRNA 発現量を調べ
た結果、myogenin の mRNA 発現量は対照区よりも IGF 区で有意に高く、KD の 2 区で
有意に低かった（図 3.2.3D）。一方で、Pax7 および MyoD の mRNA 発現量には各区間
で有意な違いは認められなかった（図 3.2.3B、3C）。 
図 3.2.2 1 well 当たりの DNA 量（A）、WST アッセイ値（B）、目視計測値（C） 
Means +SE, n= 3-6, a,b,cP < 0.05 
図 3.2.3 増殖関連因子 cyclin D1（A）、Pax7（B）および分化関連因子 MyoD（C）、 






































































ATP 産生量および ROS 産生量 
 図 3.2.4 に、細胞の総 ATP 産生量およびミトコンドリア ATP 産生量の結果を示す。
細胞の ATP 産生量は、各区間で有意な違いは認められなかったが、ミトコンドリア ATP
産生量は、KD の 2 区で非 KD 区の 2 区よりも有意に低い値を示した。 
また、図 3.2.5 に、細胞質 ROS 量およびミトコンドリア ROS 量の結果を示す。細胞
質 ROS 量は、対照区と比較すると IGF 区、KD 区、および KD＋IGF 区で有意に低い値
を示した。また、ミトコンドリア ROS 量は、対照区≧IGF 区≒KD 区≧KD+IGF 区の順
に低かった。 
 
図 3.2.4 細胞の総 ATP 産生量（A）、ミトコンドリア ATP 産生量（B） 
Means +SE, n= 6, a,bP < 0.05 
 
図 3.2.5 細胞質の ROS 量（A）およびミトコンドリア ROS 量（B） 



















































COX7A2L ノックダウンおよび IGF-1 添加時の代謝物量を GC-MS を用いて測定した。
解糖系関連物質（グルコース、乳酸、ピルビン酸）および TCA 回路代謝産物（クエン
酸、コハク酸、リンゴ酸）の量は、対照区よりも IGF 区、KD 区、KD＋IGF 区において
高い様相を示したが、コハク酸を除き各区間に有意な違いは認められなかった。また、
核酸合成基質のリボースの量も、対照区よりも IGF 区、KD 区、KD＋IGF 区において高
い様相を示したが、有意な違いは認められなかった。 
図 3.2.6 細胞内の代謝物量 
     グルコース（A）、ピルビン酸（B）、乳酸（C）、クエン酸（D）、 












































































【 考 察 】 
 
本節では、増殖期のニワトリ筋細胞において COX7A2L-KD が SCs 形成量、ATP 産
生、ROS 産生におよぼす影響を調べた。その結果、同処理によって SCs 形成量、ミトコ
ンドリア ATP 産生量、ミトコンドリア ROS 産生量が減少することが示された（図 3.2.1 
- 4）。また、IGF-1 による細胞増殖促進作用には、SCs 形成量の変化は関与しないこと
が示唆された。 
COX7A2L-KD によって、ニワトリ筋細胞でも SCs 形成量が抑制されることが示され
た（図 3.2.1）。前章においても COX7A2L mRNA 発現量は SCs 形成量と同様の大小関
係を示したことから、COX7A2L はニワトリ骨格筋の SCs 形成量決定に関与する事が改
めて示された。また、cyclin D1 および myogenin の mRNA 発現量の結果から、処理 24
時間後において IGF-1 単独処理によってニワトリ筋細胞の増殖は終息して分化へ移行
するが、KD 区および KD＋IGF 区では細胞増殖能が長く維持されている事が示唆され
た。最近の研究では、ヒトの乳ガン細胞において COX7A2L をノックダウンすると細胞
増殖が抑制され、同因子の過剰発現によって細胞増殖が促進されることが報告されてい
る(Ikeda et al., 2019)。この報告と本研究の結果を合わせて考えると、SCs 形成は細胞増
殖と密接に関与するが、細胞種によってその関係性に差異が生じている可能性が示唆さ
れる。 
また、IGF-1 単独処理によって SCs 形成量に変化は認められなかったことより（図
3.2.1）、IGF-1 による細胞増殖促進には SCs 形成量の変化が関与しないことが示唆され
た。マウス成熟骨格筋では、IGF-1 刺激が PI3K/Akt 経路を介して SCs 形成量を増加さ
せると報告されている（Das et al., 2015）。ニワトリ筋細胞においても Akt が活性化（リ
ン酸化割合上昇）されるのか否かを調べた結果、IGF-1 処理 15 分後では Akt は活性化
されるが、24 時間後では活性化が認められなかった（付録図 6）。すなわち、この結果
は、シグナル経路の活性化は IGF-1 添加後すぐに生じていることを表している。したが
って、増殖期における IGF-1 と SCs 形成の関係性を明らかにするためには、経時的な解
析が必要であることが考えられる。 
細胞の総 ATP 産生量は、各区間において有意な違いは認められず、ミトコンドリア
ATP 産生量は KD の 2 区において非 KD の 2 区よりも有意に低かった（図 3.2.4）。こ









を促進することが報告されている(Sullivan et al., 2016)。本研究でも、細胞数が増加した
区においてコハク酸の量が多く、ニワトリ筋細胞においてもコハク酸が細胞増殖促進に
関与することが推察された。また、上述のヒト乳がん細胞を用いた先行研究では、通常
酸素条件下において COX7A2L を過剰発現した時に、TCA 回路の代謝産物量には大き
な変化をおよぼさないことが示されている(Ikeda et al., 2019)。この報告と本節の結果よ
り、SCs 形成量の変化が代謝物量におよぼす影響は、穏やかなものであると示唆された。 
 前章では、SCs 形成量が低い骨格筋ミトコンドリアでは ROS 産生も低いことを示し
た。本節においても、COX7A2L ノックダウンによって SCs 形成量が減少し、ミトコン
ドリア ROS 産生量が低下することが示された（図 3.2.5）。上述の通り、ミトコンドリ
ア ATP 産生量が減少したことより、電子伝達総量が低下したと考えられる。これが、
ミトコンドリア ROS 量低下の一つの要因だと考えられる。一方で、マウスのニューロ
ンでは、C-I サブユニットである NDUFS1 を siRNA でノックダウンした時、SCs 形成量
とミトコンドリア酸素消費速度低下、およびミトコンドリア ROS 量増加が示されてい
る(Lopez-Fabuel et al., 2016)。すなわち、SCs 形成抑制による ATP 産生への影響は同様で
あったが、ROS 産生の結果は一致しなかった。ニューロンでは、ATP 産生をミトコン
ドリアにおける酸化的リン酸化に大きく依存しているが(Allaman et al., 2011)、増殖期の
筋細胞では解糖系に依存している。したがって、SCs 形成と ROS 産生の関係性は、細
胞の代謝特性や細胞種・動物種によっても異なることが推察される。 
 以上より、COX7A2L ノックダウンによって SCs 形成量が減少すること、ならびにミ










 前章では SCs 形成抑制により、増殖期のニワトリ筋細胞数が増加することが示され
たため、本章では細胞増殖促進メカニズムの一端を解明することを目的とした。これに




1995)。この報告と前章の結果を考え合わせると、SCs 形成抑制による ROS 産生低下が
細胞増殖促進に関与している可能性が考えられた。したがって、ニワトリ筋細胞におい
て ROS 産生量の低下が細胞増殖におよぼす影響を明らかにするため、通常細胞に対し
てミトコンドリア ROS 捕捉剤を添加したときの細胞数変化を調べた。 
また、これまでの研究より、ROS 産生量の低下によって還元型／酸化型グルタチオン
比（GSH/GSSG）が上昇する事、ならびに GSH/GSSG 比の上昇によって cyclin D1 の転
写因子である nuclear factor kappa B（NF-κB）の DNA 結合量が増加することが報告され
ている(Dominko and Đikić, 2018; Rajasekaran et al., 2020)。前章において、SCs 形成抑制に
よって cyclin D1 mRNA 発現量が増加していたことより、GSH/GSSG 比ならびに核内
NF-κB 量の増加が関与する可能性が考えられた。したがって、本試験では、SCs 形成抑








トコンドリア ROS 捕捉剤添加試験および②GSH 量、GSSG 量、核内 NF-κB 量測定に供
試した。①では、ミトコンドリアで産生される O2・―を捕捉するために mito TEMPO
（Sigma；SML0737）を用いた。DMSO で溶解した mito TEMPO を目的の濃度（終濃度：
0.1、1、5、10 µM）となるように培地へ添加した。5 % CO2、37 ℃条件下で 24 時間培
養し、細胞数測定および ROS 産生量測定に供試した。②は、第三章第二節に記した方
法に準じて siRNA 添加および IGF-1 添加を行った。試験区は対照区、IGF 区、KD 区、
KD＋IGF 区の計 4 区を設け、GSH 量、GSSG 量、核内 NF-κB 量測定に供試した。 
 
細胞数測定 
 細胞数は第三章第一節に記した方法に準じて DNA 量を測定した。結果は、対照区の
値を 1 とした相対値で表した。 
 
細胞質 ROS 量およびミトコンドリア ROS 量の測定 




 GSH および GSSG 量の測定は、グルタチオン定量キット（Dojindo；G257）を用い、
キット付属のマニュアルに準じて行った。すなわち、細胞を播種した 24 well-plate から
培地を取り除き、トリプシンで細胞を剥離し、1.5 ml チューブに回収した。500×g、10 °C、
5 分間遠心分離した後、上清を捨てて細胞ペレットを得た。細胞ペレットを含むチュー
ブへ 10 mM HCl を 80 µl 添加し、凍結と融解を 2 回繰り返し、細胞膜を破砕した。チュ
ーブへ 5 % 5-sulfosalicylic acid を 20 µl 添加し、GSH＋GSSG 測定用サンプルとした。ま
た、GSH と GSSG の測り分けを行うために、GSH＋GSSG 測定用サンプルから 50 µl を
分取し、キット付属の Masking solution を 4 µl 添加して、GSSG 量測定用サンプルを調
製した。96 well-plate に GSH＋GSSG 測定用サンプル、GSSG 測定用サンプル、および
標準物質を 40 µl ずつ添加した。さらに、Buffer solution を 60 µl、enzyme/coenzyme working 
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solution を 60 µl 加えて、37 ℃で 1 時間インキュベートした。その後、405 nm の吸光度






ファー［20 mM Tris/HCl（pH 7.0）、10 mM NaCl、3 mM MgCl2、0.1 %（v/v）NP-40］を
100 µl 添加し、15 分間氷上で静置した。600×g、4 ℃で 10 分間遠心分離した後、上清を




 ウェスタンブロット法を用いて核内 NF-κB 量を測定した。抽出した核タンパク質に
対して、RIPA バッファー（Nacalai Tesque；#08714）を 100 µl 添加して、タンパク質を
可溶化した。タンパク質溶解液に対してサンプル調製バッファー［10 %（w/w） sodium 
dodecyl sulfate、0.1 M ditiothreitol］を 100 µl 添加した後、95 ℃で 5 分間煮沸し、直ちに
氷冷した。また、タンパク質溶解液の一部を用いて、タンパク質量を BCA 法で測定し
た。 
12 % ミニプロティアン TGX プレキャストゲル（Bio-Rad, #456-1041）を用いてゲル
の 1 レーンにつき可溶化タンパク質量が 2.5 µg になるようにサンプルをアプライし、
電気泳動（200 V、50 mA、30 分間）を行った。Trans-Blot Turbo を用いたセミドライ方
式（Standard SD 方式、25 V 低電流）によって、ゲル内のタンパク質を PVDF 膜に転写
した。同膜を蒸留水で洗浄し、5 %スキムミルクを含む TBST でブロッキングし、NF-κB
に対する抗体（p65、Proteintech；10745-1、1:3000）を含む Canget signal solution 1 で一次
抗体反応を行った。その後、rabbit IgG/ HRP-linked抗体（Cell Signaling Technology；#7074S、
1:5000）を含む Canget signal solution 2 で抗体反応を 1 時間行った。その後、HRP 発色試
薬を用いて発色させ、発色したバンドの強度を Versa Doc で検出し、Quantity OneⓇを用







の統計解析においても有意差の閾値は 0.05 未満とした。 
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【 結 果 】 
 
ミトコンドリア ROS 捕捉剤（mito TEMPO）添加時の細胞数変化 
 mito TEMPO 添加時の細胞数を調べた結果、対照区と比較すると濃度依存的に細胞数




図 4.1 ミトコンドリア ROS 捕捉剤（mito TEMPO）添加時の細胞数（A）、ミトコンド 


































GSH／GSSG 比および核内 NF-κB量 
図 4.2 には GSH 量、GSSG 量、GSH/GSSG 比の結果を示す。GSH 量は、KD 区におい
て IGF 区、KD+IGF 区よりも有意に高かったが、対照区とは有意な違いは認められなか
った。GSSG 量は、対照区よりも KD+IGF 区で有意に低かった。これらの値より、
GSH/GSSG 比を算出した結果、KD 区では対照区および IGF 区よりも有意に高く、KD
＋IGF 区では IGF 区よりも有意に高い値を示した。一方、対照区と IGF 区間で有意な違
いは認められなかった。 





図 4.2  細胞の GSH 量（A）、GSSG 量（B）、GSH／GSSH 比（C） 
Means + SE, n = 6, a,b,cP < 0.05 
 
図 4.3  核内の NF-κB量 
























































【 考 察 】 
 
 本章では、SCs 形成抑制による細胞数増加の機序の一端を調べた。その結果、ミトコ
ンドリア ROS の除去のみでは細胞数が増加しないことが示された。また、SCs 形成抑
制時には、ミトコンドリア ROS 産生、グルタチオン、NF-κB が協調的に変化すること
によって細胞増殖が促進される可能性が示された。 
前章では SCs 形成抑制によってミトコンドリア ROS 量が減少することが示されたた
め、本章ではミトコンドリア ROS 産生量の低下が細胞数におよぼす影響を調べた。そ
の結果、mitoTEMPO 添加時にはミトコンドリア ROS 量は減少するが、細胞数は減少し
た（図 4.1）。ヒト悪性グリオーマ細胞を用いた研究では、ROS が G1 期から S 期への





本章では、GSH/GSSG 比が KD の 2 区において非 KD の 2 区よりも有意に高いことが
示された（図 4.2）。ROS 産生の低下によって GSH/GSSG 比が上昇するとの報告
（Rajasekaran et al., 2020）より、KD の 2 区における GSH/GSSG 比の上昇は SCs 形成抑
制によるミトコンドリア ROS 産生量低下によってもたらされた可能性が示唆される。
また、増殖期では GSH が DNA の酸化損傷を防ぐために核内に多く存在すること、お
よび核内の GSH 含量が多いと NF-κB の核内移行が促進されることが報告されている
(Pallardó et al., 2009)。さらに、NF-κB は核内に移行することで cyclin D1 mRNA 発現を
増加させる一方で、myogenin mRNA 発現を低下させる(Guttridge et al., 1999)。第三章第
二節と本章の結果を合わせて考えると、KD 区と KD+IGF 区では核内 NF-κB 量が多く、
cyclin D1 の mRNA 発現量が高いこと、および IGF 区では核内 NF-κB 量が低く、myogenin
の mRNA 発現量が高いことが示された（図 4.3）。したがって、SCs 形成抑制は核内 NF-
κB 量を増加させることで増殖・分化調節因子に作用していることが示唆された。 







 本研究では、ニワトリの骨格筋ミトコンドリアにおける SCs 形成量、ATP 産生、ROS
産生と筋成長の関係を詳細に調べた。その結果、筋成長が速くかつ解糖的代謝が盛んな
肉用鶏の胸筋では SCs 形成量、ATP 産生、ROS 産生がいずれも低いこと（第二章）、
COX7A2L-KD による SCs 形成抑制が筋芽細胞の ATP 産生、ROS 産生を低下させると
同時に細胞増殖を促進することを明らかにした（第三章）。さらに、SCs 形成抑制によ
る細胞増殖促進には、ROS 産生量低下、GSH/GSSG 比上昇、ならびに核内 NF-κB 量増
加が関与する可能性を示した（第四章）。 
 これまでの研究より、マウス線維芽細胞では SCs 形成抑制によってピルビン酸添加
時のミトコンドリア ATP 産生量が減少することが示されている（Ikeda et al., 2015）。
本研究では、肉用鶏と卵用鶏の胸筋ミトコンドリアの比較試験（第二章第一節）ならび
に COX7A2L-KD 細胞を用いた試験（第三章）において、SCs 形成量が低いとピルビン
酸添加時のミトコンドリア ATP 産生能も低いことを明らかにした。一方で、異なる骨





異があると報告されている(Glancy and Balaban, 2011)。また、SCs 形成とミトコンドリア
酸素消費速度の関係性を調べた研究では、C-I から電子を受け取った CoQ は、C-III だ
けでなく alternative ubiquinol oxidase（AOX）に電子を受け渡すこと、ならびに AOX で
は SCs に含まれる C-IV よりも多量の酸素が消費されることが示されている(Fedor and 
Hirst, 2018)。これらのことより、PIFM および PIFL 間では、SCs 形成量以外にも、基質
代謝能や C-IV 以外の酸素消費部位に差が生じており、その結果としてミトコンドリア
酸素消費速度に有意差が認められなかった可能性も考えられる。 
 ウシ心筋を用いた先行研究(Maranzana et al., 2013)では、SCs 形成抑制によって ROS 産
生が増加することが示されているが、本研究では逆の関係性が示された。動物種問わず、
骨格筋ミトコンドリアにおいて SCs 形成が ROS 産生におよぼす影響を調べた研究は皆







への依存度が高い（Schiaffino and Reggiani 2011, Lunt and Vander Heiden, 2011)。これら
のことを考え合わせると、ミトコンドリアの利用度が高い組織では、SCs 形成は効率的
な電子伝達を可能にし ROS 産生が減少するが、解糖系の利用度が高い組織では ROS 産
生部位である C-I および C-III を含む SCs を形成しないことで ROS 産生量を低くしてい
ることが推察される。C-I および C-III 以外にもミトコンドリア電子伝達鎖には複数の
ROS 産生部位（サブユニット）があり（Quinlan et al., 2013）、また内膜の膜電位も ROS
産生の誘導因子である（Korshunov et al., 1997）。したがって、ニワトリ骨格筋および筋
細胞における SCs 形成が ROS 産生におよぼす影響は今後詳細に明らかにしていく必要
がある。他方で、SCs 形成と ROS 産生の関係性については、未だ議論が繰り広げられ
ている。すなわち、ウシ心筋ミトコンドリアやニューロン細胞を用いた研究では、SCs
を形成することによって ROS 産生が低下すると報告されている(Maranzana et al., 2013, 
Lopez-Fabuel et al., 2016)。しかし、C-I および C-III の ROS 産生部位であるフラビン部位
および Q O部位への電子流入量は、SCs 形成によって変化しない可能性も示唆されてい
る(Hirst, 2018; Milenkovic et al., 2017)。このように、SCs 形成が ROS 産生を制御する機
序は、完全には解明されておらず、動物種や添加する基質によってどのような差異が生
じるのか、今後精査する必要があると考えられる。 
本研究では、ミトコンドリア ROS が低い骨格筋では ATP 産生時のミトコンドリア酸
素消費速度が低くとも、筋増大速度が速いことが示された。ROS が多量に存在すること
で、タンパク質分解が促進されること（Li et al., 2003）、ならびに細胞増殖が抑制され
ることが示されている(Burdon, 1995)。肉用鶏胸筋の速い成長はタンパク質の合成量よ
りも、分解量に起因することが報告されており（Saunderson et al., 1987；Muramatsu et al., 
1987）、速い成長を示すニワトリ骨格筋では低いミトコンドリア ROS 産生による筋タ
ンパク質分解抑制が関与していることが推察される。また、肉用鶏の胸筋では、卵用鶏








鶏よりも肝臓ミトコンドリアの酸素消費速度が高いことが報告されている(Brown et al., 





されている(Darhan et al., 2017)。この報告と SCs 形成量の多寡がミトコンドリア酸素消
費速度へ影響をおよぼすことを考え合わせると、SCs 形成量がニワトリの遺伝育種の指
標として有用である可能性が考えられる。また、本研究では、SCs 形成と COX7A2L が





 本研究では、肉用鶏の胸筋ミトコンドリアにおいて、SCs 形成量、ATP 産生、ROS 産
生がどのような関係性を示し、それが筋増大速度とどのように関連付けられるかを調べ
た。骨格筋における SCs 形成量、ATP 産生、ROS 産生量の関係性を示した研究は他に
なく、骨格筋では SCs 形成量が低いと ROS 産生も低くなるとの特徴があることが明ら
かになった。また、SCs 形成は胸筋増大速度に負の影響をおよぼしていることが示唆さ
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付録図１ 肉用鶏と卵用鶏の胸筋ミトコンドリアにおける C-V 量（A）、VDAC 量（B）、 
C-V/VDAC 比（C）の解析  





付録図 2 肉用鶏と卵用鶏の胸筋ミトコンドリアにおける脂肪酸取り込み酵素の活性 































































付録図 3 各骨格筋ミトコンドリアの C-V 量（A）、VDAC 量（B）、C-V/VDAC 比（C） 




付録図 4 各骨格筋ミトコンドリアの脂肪酸取り込み酵素の活性 










































































付録図 5  非 CDNB 処理時のミトコンドリア H2O2産生速度（A）、酸素消費速度（B）、 






































































付録図 6 IGF-1 添加後 15 分後（A）および 24 時間後（B）の Akt リン酸化割合 
     [対照区を 1 とした相対値で表記、抗体情報は付録表 1 に示した] 




付録図 7 COX7A2L ノックダウンおよび IGF-1 添加時の C-V 量（A）、VDAC 量（B）、 
C-V/VDAC 比（C） [対照区を 1 とした相対値で表記] Means + SE, n=3 
 
付録図 8 COX7A2L ノックダウンおよび IGF-1 添加時の死細胞割合 

















































付録図 9 COX7A2L ノックダウンおよび IGF-1 添加時の Akt リン酸化割合（A）、ATP  
citrate Lyase リン酸化割合（B）、カルジオリピン量（C） ［処理 24 時間 
後、リン酸化割合は対照区を 1 として表記］ Means + SE, n=3-6, a,bP < 0.05 
 
付録図 10 COX7A2L ノックダウンおよび IGF-1 添加時の細胞内カルシウム量 
［対照区を 1 として表記］ Means + SE, n=4, a,bP < 0.05 
 
付録図 11 COX7A2L ノックダウンおよび IGF-1 添加時に GSH 合成阻害剤（dimethyl  
maleate）あるいは NF-κB 核内移行阻害剤（Bay 11-7082）添加を組み合わ 









































































付録図 12 COX7A2L ノックダウンおよび IGF-1 添加時の遺伝子発現量解析 
     Gpx4（A）、Mn-SOD（B）、PGC-1α（C）、GLUT1（D）、PDK4（E）、 
HK2（F）、p53（G）、p21（H）、FOSB（I）、c-Jun（J）、JunB（K） 
［対照区を 1 とした相対値で表記、プライマー情報は付録表 2 に示した］ 































































































付録図 13 細胞質 ROS 捕捉剤（4-hydroxy TEMPO）添加時の細胞数 
      Means + SE, n=4, a,b,cP < 0.05 
付録図 14 ミトコンドリア ROS 捕捉剤（mito TEMPOL）および GSH 添加時の細胞数 
      Means + SE, n=6, a,cP < 0.05 
 
付録表 1 抗体情報 
標的タンパク質 製品情報 希釈倍率 
Akt CST, #9272S 1 : 3000 
p-Akt（S473） CST, #9271S 1 : 3000 
ACL abcam, ab157098 1 : 1000 
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